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ことが知られている（Matzuk, 2008; Miyata et al., 2016）。 
遺伝子発現には DNA からのタンパク質をコードする mRNA の転写、mRNA
からタンパク質への翻訳（セントラルドグマ）と、非タンパク質コード RNA
（non-coding RNA: ncRNA）の転写がある。セントラルドグマの中で RNA は
遺伝情報を持つ DNA と実際に機能を持つ分子であるタンパク質をつなぐ中心
的な役割を担っており、この RNA を制御することは遺伝子発現に大きな影響を
及ぼすことが知られている（Sun et al., 2010; Sheng et al., 2006）。ncRNA に
はタンパク質の翻訳に関与する tRNA や rRNA のほかに RNA のスプライシン
グに関与する small nuclear RNA（snRNA）や相補配列を持つ mRNA の発現






RNA は RNA 結合タンパク質（RNA binding protein; RBP）とリボヌクレオ
プロテイン（ribonucleoprotein; RNP）と呼ばれる複合体を形成しており、RNA
の配列情報に加えて、プロセシングの状態や RBP の活性により合成から分解ま
での RNA 代謝が制御されている（Beckmenn et al., 2016）。RBP のファミリー
のひとつとして知られている DEAD box Family は 9 つの高度に保存されたド
メインを持つ RNA helicase であり、RNA に結合、ATP を消費し RNA の二次
構造を変化させる活性を持っている（Linder, 2006; Linder, 2011）。この活性に
より DEAD box RNA helicase は RNA の代謝すなわち転写、スプライシング、
RNA の輸送、翻訳、分解などに深く関与することが知られており、遺伝子発現
の制御に広く関与していると考えられる。マウス精巣においてもこの DEAD 
box RNA helicase は発現しており、精巣特異的なものとしては Mouse vasa 
homolog（Mvh / Ddx4）がよく知られている。MVH は精子発生過程において
MILI や miRNA と相互作用しレトロトランスポゾン mRNA の分解および転写
抑制機構に関与していることが近年明らかにされた（Kuramochi-Miyagawa et 
al., 2010）。 
Mvh と同様、生殖細胞特異的に発現する DEAD box RNA helicase として
D1Pas1（DNA segment, Chr 1, Pasteur institute 1）がある。D1Pas1 は Pl10
または Ddx3l とも呼ばれ、もっとも古くから知られている DEAD-box RNA 
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helicase の一つである（Leroy et al., 1989）。D1Pas1 遺伝子は第一染色体上に
存在しており、ホモログとして X 染色体、Y 染色体にそれぞれ Ddx3x 遺伝子と
Dby（Ddx3y）遺伝子がある（Vong et al., 2006; Session et al., 2001; Dufan et 
al., 2001）。この二つのホモログは精巣だけでなく脳、心臓、肺などのほかの組
織でも広範に発現がみられ（Vong et al., 2006）、最近、Ddx3x は胎盤形成や胚
発生に重要な働きをしていることが組織特異的ノックアウト（conditional 
knockout: cKO）の解析により報告された（Chen et al., 2016）。ヒトにおいて
も DDX3X および DBY は精巣での発現がみられるが、マウス D1Pas1 に相当す
る常染色体上のホモログ遺伝子は存在していない（Ditton et al., 2004; Kim et 
al., 2001）。ヒト DBY の欠損は生殖細胞が消失する Sertoli cell-only syndrome
を引き起こすことから、DBY はヒトの精子発生に必須な因子として考えられて
いる（Foresta et al., 2000）。一方で、マウスでは Dby 遺伝子が欠損していても
精子細胞まで発生することが報告されていることから（Mazeyrat et al., 2001; 
Yamauchi et al., 2014）、少なくとも減数分裂の完了まで Dby は必須ではないと
考えられている。そのためマウス精子発生においては D1Pas1 もしくは Ddx3x
が Dby の機能を補填している可能性が考えられる。すなわち、ヒト DDX3X / 




























 D1Pas1 は精細胞特異的に発現する DEAD-box RNA helicase であり、精母細
胞から伸長精子細胞の残余小体においてその mRNA の発現が報告されている
（Leloy, 1988: Vong et al., 2006）。D1Pas1 の遺伝子はエクソンを一つしかもた
ない単一エクソンの遺伝子であることから、X 染色体上のホモログ、Ddx3x か
ら逆転写により転移したレトロジーンであると考えられている（Vong et al., 
2006; Sedlacek et al., 1999）。マウス以外の種においても同様のレトロジーンは




いる（Kim et al., 2001）。そのためヒト精巣において DDX3 のホモログとして
は DDX3X および DBY の二つの遺伝子が機能していると考えられる（Ditton et 
al., 2004; Foresta et al., 2000; Rauschendorf et al., 2014）。ヒトにおける DBY
遺伝子の欠損は sertoli-cell only syndrome を引き起こすことから、ヒト DBY
は精子発生および精祖細胞の自己増殖に重要な役割を担っていることが考えら





されている（Mazeyrat et al., 2001; Yamauchi et al., 2014）。すなわち、D1Pas1
が Dby の欠損を補填している可能性が考えられた。そこで、本章では D1Pas1




 1) D1Pas1 KO マウスの作出 
 D1Pas1 は一つのエクソンのみで構成されている単一エクソンの遺伝子であ
るため、エクソン 1 の開始コドンを含むタンパク質コード領域のほとんどを
1987 bp に亘って欠損させ、レポーターの Lac Z 遺伝子（-Galactosidase をコ
ード）および薬剤耐性遺伝子のネオマイシンを挿入した C57BL/6N 系統を遺伝
的背景にもつ KO ES 細胞を米国 Knockout Mouse Project（KOMP）より導入
し、ICR 系統の胚盤胞に顕微注入を行い、キメラマウスを作出した。導入した
ES 細胞の詳細は米国 Knockout Mouse Project (KOMP)の website で閲覧可能
である（https://www.komp.org/geneinfo.php?Symbol=D1Pas1）。作出したキメ
ラマウスを野生型の C57BL/6N マウスと交配し、F1 のヘテロノックアウトマウ
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ス（D1Pas1+/-）を得た。得られた F1 マウス同士の交配により F2 としてホモノ
ックアウトマウス（D1Pas1-/-）を得た。得られたマウスは PCR により遺伝子型
の確認を行った。Forward primer SU, 5–ACT CAA CCG AGT GCT GTT 
CC–3および reverse primer TUR, 5–CGG TCA CTG AAG AAA CTG GAC 
TTG–3により野生型のアリルを 598 bpのバンドとして検出し、forward primer 
SU および reverse primer LacZRev, 5–GTC TGT CCT AGC TTC CTC ACT 
G–3 により D1Pas1 欠損アリルを 480 bp のバンドとして検出した。 
 本研究における全ての動物実験、組み換え実験について、理研つくば研究所




 2) D1Pas1 KO マウスの妊性試験 
作出した D1Pas1 KO マウスの妊性を調べるため交配実験を行った。妊性試験






3) D1Pas1 KO マウスの精巣・精巣上体の形態解析 
性成熟後の雄ヘテロ、ホモ KO マウスを頸椎脱臼により安楽死させ、精巣お
よび精巣上体を摘出後、組織はブアン固定液（SIGMA）を用いて室温で 24 時
間固定した。固定した組織を 70 % エタノールに一晩×1 回、80 % エタノール
に一晩×1 回、90 % エタノールに 1 時間×1 回、99.5 % エタノールに 1 時間
×3 回浸漬し脱水し、透徹剤であるティッシュークリア（サクラファインテック）
に 1 時間×3 回浸漬し透徹後、融解した融点 44 – 46 ºC のパラフィンに 1 時間
×1 回、パラフィンオーブン内で融解した融点 60 ºC のパラフィンに 2 時間以上
×3 回浸漬後、新しいパラフィンに組織を包埋した後に室温でパラフィンを固め
（パラフィンブロック）、室温で保存した。作製したパラフィンブロックを、ミ
クロトーム（大和光機工業、RUB-21000）にて厚さ 4 μm で薄切し（パラフィ
ン切片）、44 ºC のウォーターバスで十分に伸展させたのち、MAS コート付きス
ライドグラス（松波硝子）に張り付け、透徹剤・脱パラフィン中間剤であるテ
ィッシュークリアに 5 分間×3 回浸漬し脱パラフィンした後、無水エタノールに
5 分間×3 回、90 % エタノールに 5 分間×1 回、80 % エタノールに 5 分間×1
回浸漬した後蒸留水に 3 分間×3 回浸漬し親水化した。同切片をマイヤー・ヘマ
トキシリン溶液（武藤化学）で 1 分間染色後、流水に 10 分間曝して発色させた。
発色後、蒸留水で 2 回洗浄し、エオシン溶液（武藤化学）で 1 分間染色後、80 % 
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エタノールに 1 分間×1 回、90 % エタノールに 1 分間×1 回、99.5 % エタノ
ールに 1 分間×3 回浸漬して脱水し、透徹剤・脱パラフィン中間剤であるティッ
シュークリアで脱アルコールした後、最後に封入剤のマルチマウント 480（松波
硝子）を滴下した上からカバーガラスを被せ封入した。染色した標本は、明視
野顕微鏡（Nikon, eclipse E800）で観察した。画像は DIGITALSIGHT DS-T
（Nikon）を用いて取得した。精細管サイクルのステージ分類は Russell らの著
書に従った（Russell et al., 1990）。 
 
4) TUNEL 法 
性成熟の雄ヘテロ、ホモ KO マウスを頸椎脱臼により安楽死させ、精巣を摘
出後、4 % パラホルムアルデヒド（PFA, SIGMA）を含むリン酸緩衝生理食塩
水（PBS）に浸し、室温で 24 時間固定した後、前述と同様の方法でパラフィン
包埋、薄切を行った。薄切した切片を上記の方法で脱パラフィンおよび親水化
した後、97 ºC の Histo VT One（nacalai tesque）中で 20 分間抗原賦活化をし
た後、流水で 20分間洗浄し、内在性のペルオキシダーゼを不活性化するため 3 %
過酸化水素水で 20 分間室温処理した。さらに、2 % ウシ血清アルブミン（BSA）
を含む PBS（2 % BSA – PBS）で室温 1 時間ブロッキングをした後後、In Situ 
Cell Death Detection Kit, POD（Roche, cat # 11684817910） のプロトコールに
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従って酵素処理、ペルオキシダーゼ反応を行った。すなわち酵素液 50 μL と標
識溶液 450 μL を混ぜた溶液を切片にマウントし 37 ºC、1 時間インキュベートし
DNA 二重鎖断裂をフルオレセインで標識した。次に 50 μL のコンバーターPOD
（ペルオキシダーゼ標識ヒツジ抗フルオレセイン抗体 Fab フラグメント）をマ
ウントし 37 ºC、30 分間インキュベートした後、PBS で 3 回洗浄し、発色基質の
3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride（DAB）をマウントし適度に発色さ







親水化の後 97 ºC の Histo VT One 中で 20 分間抗原賦活化をした。流水で 20
分間洗浄した後、2 % BSA－PBS をマウントし 1 時間ブロッキングした後、ウ
サギ抗-Galactosidase 抗体（ROCKLAND, cat # 200-4136-0100）を 200 倍希
釈した、抗体希釈液をマウントし 4 ºC で一晩静置した。抗体反応後、PBS で 3
回洗浄し、Alexa555 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体（Thermo Fisher Scientific, cat 
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# A21430）を 2 % BSA – PBS で 500 倍希釈した抗体希釈液をマウントし 4 ºC
で 3 時間静置した。その後、PBS で 3 回洗浄した後、共焦点レーザー顕微鏡
（Nikon, D-eclipse C1）にて観察、画像の取得を行った。 
 
第三節 結果 
KOMP より導入した ES 細胞から D1Pas1 KO マウスを作出した（図１）。
D1Pas1 は精巣特異的遺伝子であり、精巣での機能が示唆されているため（Vong 
et al., 2006）、作出した KO マウスはまず妊性試験に供した。2 か月間の妊性試
験の結果、ヘテロ KO（D1Pas1+/-）雌雄およびホモ KO（D1Pas1-/-）雌マウス
は正常な妊性を持つことが分かったが、D1Pas1-/- 雄の個体はすべて（ n = 6 ）
不妊となることがわかった（表１）。次に、交配時の交尾の有無を、精液が膣で
固まって形成される膣栓の有無で判定したところ D1Pas1-/- 雄でも膣栓を形成
する能力を持っている（ n = 1 ）ことが分かった。次に不妊となる原因を調べ
るため、D1Pas1-/- および D1Pas1+/- 雄の精巣および精巣上体の形態を比較解析
した。摘出した D1Pas1-/- の精巣は野生型マウス精巣と比較して小さく、重量に







基に精子発生を詳しく調べたところ、D1Pas1-/- は Stage VIII – IX のパキテン
期以降の精細胞が脱落していることが明らかになった（図４）。さらに TUNEL
法により細胞死を起こしている細胞を検出したところ、D1Pas1-/- では stage VI
のパキテン期以前の精細胞では細胞死は見られなかったが、stage VII – IX の間
の精母細胞で細胞死を引き起こしていることを明らかにした（図５）。続いて
D1Pas1の発現時期を調べるためD1Pas1 KOアリルのD1Pas1領域に挿入され
た LacZ より転写翻訳される -Galactosidase（-Gal）に対する免疫蛍光染色
を、正常に精子発生を示す D1Pas1+/- 精巣について行った。その結果、-Gal は




D1Pas1 は DEAD-box family が定義された時から報告されていたタンパク質
であるが、精巣特異的発現であるという以外の情報はほとんど明らかになって
いなかった。DEAD-box RNA helicase は RNA の代謝に深く関与することが知
られており（Linder 2006; Linder 2011）、D1Pas1 も精巣において重要な役割
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を担っていることが示唆されている（Vong et al 2006; Session et al., 2001）。 









法と精細管ステージの詳細な解析によりD1Pas1を欠損したマウスは stage VII 
– IX のパキテン期精母細胞において細胞死を引き起こし、それ以降の精細胞が
脱落していることが明らかになった。このことから、D1Pas1 は stage VII のパ
キテン期精母細胞以前で重要な機能を有していることが示唆された。 
D1Pas1 がどの時期から機能しているのかを推測するため、D1Pas1 KO アリ
ルに挿入された LacZ から転写、翻訳される-Gal に対する免疫蛍光染色により
D1Pas1のmRNAの発現開始の時期を調べた。その結果D1Pas1 mRNAはstage 




いう知見と矛盾しない（Vong et al., 2006）。 
以上の結果から、本章において D1Pas1 は少なくとも stage V のパキテン期
精母細胞から発現し、stage VII のパキテン期精母細胞に至るまでに重要な役割










D1Pas1 KO 精母細胞における核局在タンパク質の局在解析および 





パキテン期精母細胞はマウスの精子発生過程のおよそ 4 分の 1 を占める非常
に長い段階であり、この段階では減数分裂特有の現象、相同染色体の対合、相
同染色体の組み換えや精母細胞特異的な構造である XY body の形成とそれに伴
う性染色体の転写不活性化（meiotic sex chromosome inactivation; MSCI）が
起こることが知られている（Page et al., 2012）。まずパキテン期の初期で相同
染色体の対合が完了し、続いて相同組み換えとその修復を行われ、パキテン期
中期からは XY body の形成と MSCI が起こることが知られている。第二章の結
果から、D1Pas1-/- では stage VII の中期-後期パキテン期精母細胞で細胞死を引
き起こすことが明らかとなった。そこで本章では D1Pas1-/- 精母細胞においてこ
れらのパキテン期特異的な現象に異常がないか免疫蛍光染色によって解析した。
XY bod と MSCI の大きさはごく微小であり、通常の免疫蛍光染色ではこれらの
構造は観察できないため、chromosome spread と呼ばれる手法（Peter et al., 
1997; Barchi et al., 2009）を用いて細胞質を除去し核を広げた後、免疫蛍光染
色を施し核内の微小構造について解析した。 
次に、パキテン期でのレトロトランスポゾンの転写抑制機構について解析し




（Kuramochi-Miyagawa et al., 2010; Chuma and Nakano 2013）。MVH は
MILI 等のタンパク質と複合体を形成し、piRNA と結合し ping-pong 経路によ




ゾン RNA および翻訳産物の発現上昇に加えレトロトランスポゾン領域の DNA
低メチル化が起こることが知られている。さらに Mvh 等と同様に piRNA を介
した ping-pong 経路に関与する Mili, Miwi, および Tdrd9 の欠損もまたレトロ
トランスポゾンの過剰発現を引き起こすことが報告されている
（Kuramochi-Miyagawa et al., 2008; Kuramochi-Miyagawa et al., 2004; 
Shoji et al 2009）。D1Pas1 についても同様の機能を持つ可能性があるため、
D1Pas1-/- 精巣においてもレトロトランスポゾンの過剰発現が起こっていない











し、濾液を回収した。回収した濾液は洗浄のため 8 ºC、800 g、5 分間遠心し、
上清を除去し PBS を加え懸濁した。洗浄を 3 回行った後、pH を 8.0 に調整し
た 0.5 % NaCl を適量加え懸濁し、氷上で 20 分間静置した。静置した後、pH を
8.0 に調整した 2 % PFA（SDS を 0.03 % 含む）をマウントしたノンコーティン
グのスライドグラスに滴下し、4 ºC で一晩固定、スライドグラス上に張り付け
た。固定した細胞核を pH を 8.0 に調整した洗浄液（Photoflo 200, Kodak を 250
倍希釈したもの）で 2 回洗浄後、室温で 10~20 分間乾燥させた。乾燥後、使用
するまで – 80 ºC で保存し、作製から 2 週間以内に使用した。作製したサンプ
ルに2 % BSA – PBS で希釈したウサギ抗SYCP1ポリクローナル抗体（NOVUS 
Biologicals, cat # NB300-229）、抗 SYCP3 モノクローナル抗体（abcam, cat # 
ab97672）、抗 Mlh1 モノクローナル抗体（Gene Tex, cat # GTX14206）、抗 RNA 
polymerase II モノクローナル抗体（abcam, cat # ab24758）をマウントし 4 ºC
一晩静置した。PBS で 3 回洗浄した後、2 % BSA – PBS で希釈した DAPI、二
24 
 
次抗体をマウントし 3 時間静置した。PBS で 3 回洗浄した後、水銀ランプ付き




2) 定量 RT – PCR 
採取した精巣を直ちに液体窒素により急速凍結させた。凍結後使用まで－80 
ºC で保存した。採取した精巣は Hatanaka らの方法に従って RNA 抽出、逆転
写反応、Real time PCR に供した（Hatanaka et al., 2014）。凍結した精巣に
TRIzol を加えホモジナイズし、室温で 15 分静置した。静置後クロロホルムを
加え激しく攪拌し室温、3 分間静置した。12000 g、4 ºC、15 分間遠心を行い、
その上層を回収した。回収した上層にイロプロピルアルコールを加え、室温で
10 分間静置した後 12000 g、4 ºC、10 分間遠心し total RNA を沈殿させた。沈
殿させた RNA は洗浄のため 75 % エタノールを加え、ボルテックスにより攪拌
し 7500 g、4 ºC、5 分間遠心した。上清を除去し RNA ペレットを室温で 10 分





ABI7900 を使用してリアルタイム PCR を行った。解析は付属のソフトウェア
を使用して行った。LINE-1 の検出は forward primer: 5–AGT GCA GAG TTC 
TAT CAG ACC TTC–3と reverse primer: 5–AAC CTA CTT GGT CAG GAT 
GGA TG–3を、SINE-B2 の検出は forward primer: 5–GAG CAC CTG ACT 
GCT CTT CC–3と reverse primer: 5–ACA CAC CAG AAG AGG GCA TC–3
を、IAP の検出には forward primer: 5–CTC CAT GTG CTC TGC CTT CC–3




摘出した精巣より EZ DNA Methylation-Direct kit（Zymo Research）を用い
そのマニュアルに従ってゲノム DNA を抽出した。PCR 反応は TaKaRa EpiTaq 
HS（TaKaRa Bio）を用いた。LINE-1 のプライマーは forward primer: 5–TAG 
GAA ATT AGTT TGA ATA GGT GAG AGG T–3と reverse primer: 5–TCA 
AAC ACT ATA TTA CTT TAA CAA TTC CCA–3を用いた。IAP のプライマー
は二つのペアを用いた。一つ目は forward primer: 5–GGT GTT GAT AGT TGT 
GTT TTA aGT GGT AAA T–3と reverse primer: 5–ATT CTA ATC TAA AAT 
AAA AAA TCT TCC TTA–3を、もう一つは forward primer: 5–GAT AGT TGT 
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GTT TTA AGT GGT AAA TAA ATA–3と reverse primer: 5–ATT CTA ATT 





摘出した精巣は2 % PFA – PBSにて固定後OCT compound（SAKURA SEIKI 
Co., Ltd.）で包埋後10 μmで薄切した。薄切した切片はウサギ抗マウスL1-ORF1
抗体（Dr. Sandra L. Martin より提供）とインキュベートした後、Alexa 488 
conjugated goat anti-rabbit IgG により標識した。核染色には 1 μg/mL の







（synaptonemal complex protein; SYCP）の局在によって観察されることが知
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られている（Roeder, 1997）。精母細胞の場合、レプトテン期より SYCP3 がそ
れぞれの染色体への局在を始め、ザイゴテン期に入ると相同染色体の相同領域
の SYCP3 を SYCP1 がつないでいく（対合）が始まり、パキテン期に入ると
すべての相同染色体が対合を完了させる（Ishiguro et al 2014; Ishiguro et al., 
2011; Fukuda et al., 2009）。D1Pas1-/- 精母細胞での相同染色体の対合が正常
に起こっているか否かを明らかにするため、SYCP1 および 3 に対する免疫染





離が始まる後期パキテン期の精母細胞は D1Pas1-/- において観察されなかった。 
 次に対合の完了後に続いて起こる相同組み換えについて調べた。相同組み換
えは相同染色体の対合とは独立して起こることが知られ（Lipkin et al., 2002）、
相同染色体の対合した構造を安定化することで減数分裂の進行に必要であり、
相同組み換えの不全が起こった場合、たとえ相同染色体の対合が完了していて





調べた。その結果、D1Pas1-/- 精母細胞においても野生型と同様に Mlh1 のド
ット状の局在が観察された（図８）。各細胞のドットの数（foci）も計測した（図
８）。D1Pas1-/- 精母細胞では野生型と比較して foci が少なく、student の t 検
定により有意な差があったが異常として報告されている数（0 ～ 10 foci）で
はなかった（Dantzer et al., 2006）。次に、D1Pas1-/- 精母細胞の核内における
XY body 形成および同構造内での転写抑制の正常性を調べるため、DAPI 染色
と SYCP1および RNA polymerase IIに対する免疫染色を実施した。その結果、
D1Pas1-/- 精母細胞においても野生型と同様、XY body の形成がみられ、RNA 
polymerase II の XY body への局在は見られなかった（図９）。これらの結果
から、D1Pas1 KO においても相同染色体の対合、相同組み換え、XY body の
形成と MSCI は正常であることが示唆された。 
 D1Pas1 と同じく DEAD-box family に属する Mvh は機能欠損により精母細
胞でのレトロトランスポゾンの発現上昇を引き起こし、精子発生が停止するこ






Negative Regulatory Element（NRE）を含む LTR（long terminal repeat）
配列を持つ LTR 型の IAP（intracisternal A particle）、LTR 配列を持たない非
LTR型の LINE-1（long interspersed nuclear element）および SINE-B2（short 
interspersed nuclear element）の mRNA に着目して行った。D1Pas1 の発現
が始まる前の 8 日齢（day 6）、D1Pas1 の発現が始まっている 16 日齢（day 16）
および D1Pas1 欠損による細胞死がすでに起こっている 26 日齢（day 26）の
D1Pas1-/- 精巣とD1Pas1+/- 精巣を用い、定量 RT-PCR により発現量を調べた。
その結果、いずれの日齢においても D1Pas1-/- 精巣 D1Pas1+/- 精巣との間でレ
トロトランスポゾン mRNA の上昇の傾向は見られなかった（図１１）。次にレ
トロトランスポゾンの転写抑制が正常に起こっているかを明らかにするため、
レトロトランスポゾン、LINE-1 および IAP 領域の DNA メチル化修飾状態を
調べた。その結果、D1Pas1-/- 精巣においても D1Pas1+/- 精巣と同程度の DNA
メチル化の蓄積がみられた（図１２）。最後に、タンパク質レベルでの発現が
ないか精巣凍結切片に対する免疫染色により調べた。その結果、Mvh KO と同
様レトロトランスポゾンの過剰発現を引き起こす Tdrd9 KO と比較して、










告されている（Fukuda et al., 2009; Akiyama et al., 2013; Shin et al., 2010; 






トランスポゾン領域の DNA 低メチル化に見られる脱抑制も D1Pas1 欠損精巣
においては見受けられなかった。このことから D1Pas1 はレトロトランスポゾ
ンの抑制制御に関して必須な因子ではないことが示された。RNA helicase と




















第三章の結果から D1Pas1 は相同染色体の対合、相同組み換え、XY body の
形成、MSCI には必須でないことが示唆され、D1Pas1 の機能に関する情報は得
られなかった。D1Pas1 が属する DEAD-box family は一番大きい RNA helicase
のファミリーで RNA と結合し、その二本鎖の RNA をほどくことで RNA 活性
を制御する機能を持ち、ほぼすべての RNA 代謝に関与していることが示唆され
ている（Linder and Jankowsky, 2011）。そのため D1Pas1 も RNA 代謝の制御
を通じて遺伝子発現の制御に関与している可能性が考えられた。そこで本章で
は D1Pas1 欠損における遺伝子発現の異常を調べるために、マイクロアレイ法
を用い D1Pas1-/- マウスと野生型マウスの遺伝子発現を網羅的に比較、解析した。 




始する 12 日齢以降で、且つ D1Pas1-/- 精巣には存在しない精子細胞が出現する






 1) マイクロアレイ解析 
 アバチン麻酔下の 18 日齢の D1Pas1-/- マウス（n = 4）および 18 日齢の野生
型マウス（n = 4）から精巣を採取した。摘出した精巣は直ちに液体窒素中で急
速凍結し、使用するまで – 80 ºC にて保存した。凍結した精巣に TRIzol を加え
氷上でホモジナイズした。室温で 5 分間静置後、クロロホルムを加え 30 秒間激
しく攪拌した。室温で 3 分間静置後、12000 g、4 ºC、15 分間遠心した。上層を
回収し、RNeasy Mini Kit（Qiagen）のマニュアルに従って total RNA の抽出・
精製した。total RNA は、抽出後、液体窒素により急速凍結し使用するまで– 80 
ºC にて保存した。RNA は T7 プロモーターでラベル化し、T7 RNA polymerase
により増幅および Cy-3 の取り込みを行った。Cy-3 で標識した RNA を精製した
のちアレイスライド（SurePrint G3 Mouse GE マイクロアレイ 8x60K）にア
プライした。一晩ハイブリダイズさせた後、洗浄しCy-3の蛍光強度を検出した。
検出後は解析ソフト Gene spring を用いて解析した。 
 
 2) 形態解析 
 マイクロアレイに供した野生型と D1Pas1-/- マウスそれぞれ 1 個体からマイ
クロアレイに用いた精巣と反対側の精巣を採取し、4 % PFA-PBS で二晩固定し
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て、精子細胞の出現前で、かつ D1Pas1 の発現が認められる生後 18 日齢の精巣
をマイクロアレイ解析に供した。18 日齢精巣について、まず HE 染色を行い野
生型および D1Pas1 KO 精巣に存在する細胞種を確認した（図１４）。マイクロ








DAVID 6.7（https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp）を使用し Gene Ontology
（GO）解析を行った。D1Pas1-/- で 1/2 以下に発現低下している遺伝子で特に




１７）。D1Pas1-/- で 2 倍以上に発現上昇している 598 遺伝子では defense 
response や transcription, gene expression, RNA metabolism の positive 
regulation に関する遺伝子が比較的多く含まれていた（図１８）。この中には未
分化マーカーとして知られている Sox2、Myc 含まれていた。しかし、その p 値
は有意ではあるものの（フィッシャーの正確確率検定）、発現低下遺伝子ほどに
は顕著ではなかった。また、D1Pas1-/- で 2 倍以上に発現上昇している 598 遺伝























告されており（Muller et al., 2008）、D1Pas1-/- においても Magea family など
の精巣特異的遺伝子の発現上昇したものがみられた。よって、正常精巣中で












代謝に広く関与する因子である DEAD-box family の RNA helicase に着目し、
中でもマウス精巣特異的に発現することが報告されている D1Pas1 について焦
点を合わせて解析を行った。 
新たに作出した D1Pas1 ノックアウトマウスの解析により、D1Pas1-/- 雄マウ
スは完全に不妊となることが明らかになった。また、精巣の形態解析の結果、
D1Pas1-/- では stage VII のパキテン期精母細胞から細胞死が起こっていること
が明らかになった。一方で D1Pas1 mRNA の発現時期については D1Pas1+/- マ
ウス精巣における -Gal の免疫染色によりD1Pas1 は stage Vには転写されて
いることが明らかとなった。これは D1Pas1-/- の表現型と矛盾しない結果となっ
た。 
マウスにおいて D1Pas1 は性染色体上に２つのホモログ遺伝子（X 染色体上
の Ddx3x および Y 染色体上の Dby）を持つことが知られている（Vong et al 
2006; Chang and Liu et al., 2010）。D1Pas1 はイントロンを持たない単一エク
ソンの遺伝子であることから、Ddx3x の mRNA のから逆転写により挿入された





をコードしていない偽遺伝子と考えられている（Kim et al., 2001）。ウシ精巣に
おいては転写活性を持つことが報告されているが、機能的なタンパク質をコー
ドしているかについての報告はまだなされていない（Liu et al., 2009）。 
ヒトでの DBY 遺伝子の欠損は男性不妊を引き起こすことからヒト DBY は精
子発生に必須であり、DDX3X では DBY の機能を補填できないことが示唆され
ている（Foresta et al., 2000）。一方でマウス精巣の場合は Ddx3x、Dby に加え
D1Pas1 が発現しており、Dby 遺伝子の欠損マウスにおいても少なくとも半数
体の精子細胞まで精子発生が進行することが報告されている（Yamauchi et al., 
2014）。そのため、マウス Dby 欠損は D1Pas1 もしくは Ddx3x による補填が可
能である可能性が考えられる。しかしながら、本研究において明らかとなった
D1Pas1 欠損による表現型は、ヒト精巣における DBY 欠損による表現型と異な
っていることから、ヒト DDX3X / DBY が担っている機能をマウス精巣では












同組み換え、XY body の形成、MSCI に必須ではないことが示唆された。 
D1Pas1 と同じく DEAD-box family に属する Mvh はレトロトランスポゾン





から、D1Pas1 は Mvh とは異なりレトロトランスポゾンの発現抑制には重要で
はないことが示唆された。 
DEAD-box familyのRNA helicaseはほぼすべてのRNA代謝に関与すること












ある DDX3X はヒト免疫不全ウィルス（HIV）や C 型肝炎ウィルス（HCV）の
標的となり、その感染に必要であることから、免疫機能に関与していることが
報告されているため（Ariumi , 2013; Upadya et al., 2014）。D1Pas1 も免疫機
能への関与を検討する必要がある。D1Pas1-/- 精巣においてバクテリアに対する




子 SP1 と相互作用し転写活性化に関与する報告もなされている（Chao et al., 
2006）。さらに、一般的な翻訳には必須ではないが、5‘UTR を持つ mRNA や
長い mRNA の効率的な翻訳に関与していることが示唆されている（Lai et al., 







しかしながら、近年のマイクロアレイ法や次世代シーケンサによる RNA seq を
用いた解析から、前期パキテン期精母細胞から遺伝子発現状態が精子細胞型へ
と移行することを示唆する報告が複数なされている（Waldman Ben-Asher et 
al., 2010; Fallahi et al., 2010; Cruz et al., 2016）が、この遺伝子発現状態の移
行にかかわる機構はほとんど明らかでない。本研究における D1Pas1 を欠損し
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図４． D1Pas1+/-および D1Pas1-/-マウスの精巣の HE 染色像
stage V – VI の精細管では D1Pas1-/-精巣においてもパキテン期精母細
胞（大矢頭）が観察されるが、stage VIII – IX の精細管ではレプトテン期精母
細胞（小矢頭）は観察されるもののパキテン期精母細胞は観察されなかった。
大矢頭でパキテン期精母細胞を、小矢頭でレプトテン期精母細胞を示した。







図５． D1Pas1+/-および D1Pas1-/-マウスの精巣の TUNEL染色
stage V – VI の精細管では D1Pas1-/-精巣においては生存したパキテン
期精母細胞（矢頭）が観察されるが、死亡した精母細胞は観察されなかった。
stage VII – VIII の精細管では細胞死を引き起こしたパキテン期精母細胞
（アスタリスク）が多数観察された。矢頭でパキテン期精母細胞を示した。





図６． D1Pas1+/-精巣における  - Gal の免疫蛍光染色
stage I のパキテン期精母細胞（矢頭）では - Gal のシグナルは観察され
なかったが、stage V のパキテン期精母細胞から  - Gal の赤いシグナル
が観察され、以降 stage VIII の伸長精子細胞（星印）step 16 までシグナル
が観察された。矢印でレプトテン期精母細胞（stage VIII, X）およびザイゴテ
ン期精母細胞（stage XII）を、矢頭でパキテン期精母細胞（stage I – X）およ
び二次精母細胞（stage XII）を、アスタリスクで円形精子細胞を、星印で伸
長精子細胞をそれぞれ示している。  - Gal のシグナルを赤で、DAPI の
シグナルを青で示した。  - Gal はstage V のパキテン期精母細胞（矢頭）
からシグナルがみられ、stage VIII の伸長精子細胞（星印）までシグナルは
検出された。 スケールバーは 20 μm を示す。
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図７． Chromosome spread 法を用いた精母細胞の SYCP1, 3 の免疫染色
レプトテン期、ザイゴテン期、中期パキテン期、後期パキテン期における
SYCP1、SYCP3の局在を示した。D1Pas1-/-精母細胞においても正常な
SYCP1 および 3 の局在、レプトテン期における SYCP3 の局在、ザイゴテン期
における SYCP1 局在にみられる対合の開始、中期パキテン期における対合の
完了、が観察された。D1Pas1-/-においては後期パキテン期精母細胞は認めら








図８． Chromosome spread 法を用いた精母細胞の
SYCP1, Mlh1の免疫染色および Mlh1 foci の数
パキテン期精母細胞における、SYCP1 と Mlh1 の局在を示した。赤いシグ
ナルで SYCP1 を、緑のシグナルで Mlh1 をそれぞれ示した。核細胞核あたり
のMlh1 の foci の数の平均と標準偏差を下の表に示した。
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図９． Chromosome spread 法を用いた精母細胞の SYCP1, RNApol II の免疫染色
パキテン期精母細胞における SYCP1 および RNA polymerase II の局在を示した。
緑のシグナルで RNA polymerase II を、赤いシグナルで SYCP1 を、青いシグナルで













Mvh は MILI などと複合体を形成し、piRNA と結合し ping - pong 経路によ
りレトロトランスポゾン RNA の分解を行っている。分解産物は MIWI2 によりリ
クルートされ、レトロトランスポゾン領域の DNA メチル化を促進する。





















































































生後8日、16日、26日におけるLINE-1、SINE-B2、IAP の RNA の発現量を示し






























生後16日、26日齢の精巣における LINE-1、IAP 領域の DNA メチル化修
飾をバイサルファイトシーケンシングにより調べた。一つの円で一か所のメチ
ル化サイト（CpG site）を示し、黒い円でメチル化修飾を受けた CpG site を、
白い円でメチル化されていないCpG site を示した。また、メチル化サイト全



















図１３． 免疫蛍光染色による LINE-1 （L1-ORF1)の局在解析
生後14日、21日齢の精巣における LINE-1 タンパク質（L1－ORF1）の
局在を示した。また、L1-ORF1 過剰発現のポジティブコントロールとして
Tdrd9 -/-精巣の局在も示した（Shoji et al., 2009）。D1Pas1-/-精巣におい
てもL1-ORF1の過剰発現は認められなかった。緑のシグナルで L1-ORF1 














































GeneSymbol GeneName Fold change
Toporsl topoisomerase I binding, arginine/serine-rich like 290.5
Ccdc178 coiled coil domain containing 178 276.8
Prss39 protease, serine 39 219.4
4930589P08Rik RIKEN cDNA 4930589P08 gene 213.0
4930449C09Rik RIKEN cDNA 4930449C09 gene 193.8





Gm34285 predicted gene, 34285 127.6
1700026J12Rik RIKEN cDNA 1700026J12 gene 124.0
Ccdc178 coiled coil domain containing 178 124.0
4930474M22Rik
RIKEN cDNA 4930474M22 gene 121.4
1700008F21Rik RIKEN cDNA 1700008F21 gene 121.4
1700017G19Rik RIKEN cDNA 1700017G19 gene 119.1
Cmtm2b CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 2B 117.2
Abca15 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 15 116.1
LOC102633266 uncharacterized LOC102633266 112.6
1700051A21Rik RIKEN cDNA 1700051A21 gene 111.9
Gm34265 predicted gene, 34265 105.2
Ccdc110 coiled-coil domain containing 110 100.0
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sperm-egg recognition
binding of sperm to zona pellucida
fertilization
cell-cell recognition












GeneSymbol GeneName Fold change
Crisp3 cysteine-rich secretory protein 3 161.42
Cypt1 cysteine-rich perinuclear theca 1 26.18
Cypt9 cysteine-rich perinuclear theca 9 23.84
Gm16430 predicted gene 16430 14.15
Slxl1 Slx-like 1 11.68
Gm33693 predicted gene, 33693 11.66
Gm4836 predicted gene 4836 11.38
Olfr698 olfactory receptor 698 11.09
Cypt7 cysteine-rich perinuclear theca 7 8.58
4930467J12Rik RIKEN cDNA 4930467J12 gene 7.83
Gm33638 predicted gene, 33638 7.50
Lcn5 lipocalin 5 7.14
Defb1 defensin beta 1 6.81
Sprr2a2 small proline-rich protein 2A2 6.70
Cacna1c
calcium channel, voltage-dependent, L type,    
alpha 1C subunit
6.33
Spag11a sperm associated antigen 11A 6.12
Adam7 a disintegrin and metallopeptidase domain 7 6.06
Gm35137 predicted gene, 35137 5.94
C4bp complement component 4 binding protein 5.87





positive regulation of transcription
positive regulation of RNA metabolic process
positive regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process
positive regulation of transcription, DNA-dependent
positive regulation of biosynthetic process
positive regulation of cellular biosynthetic process
positive regulation of macromolecule metabolic process
positive regulation of gene expression




p値の低い順に上位10 term を示した。顕著にp値の低いterm はなかった
ものの遺伝子発現の正の制御に関連するものが複数含まれていた。
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GeneSymbol GeneName or Description Fold Change
Cypt1 cysteine-rich perinuclear theca 1 26.18
Cypt9 cysteine-rich perinuclear theca 9 23.84
Gm16430 predicted gene 16430 14.15
lincRNA:chrX:121032646-121038407 reverse strand 13.22
Slxl1 Slx-like 1 11.68
Gm4836 predicted gene 4836 11.38
7.86
predicted pseudogene 5123 7.47
lincRNA:chrX:120353972-120361170 reverse strand 6.63
lincRNA:chrX:120590872-120598071 reverse strand 6.24
predicted gene, 17467 6.24
lincRNA:chrX:121493684-121500532 forward strand 6.15
lincRNA:chrX:122623597-122630826 forward strand 5.99
Gm9059 predicted gene 9059 5.48
Cypt2 cysteine-rich perinuclear theca 2 5.47
predicted gene 16428 5.24
lincRNA:chrX:120562611-120780555 reverse strand 5.04
predicted gene 14676 4.94
Fam122c family with sequence similarity 122, member C 4.83
6530403M18Rik RIKEN cDNA 6530403M18 gene 4.83
Gm2030 predicted gene 2030 4.72
Prame preferentially expressed antigen in melanoma 4.56
lincRNA:chrX:122648893-122652122 forward strand 4.52
Cypt3 cysteine-rich perinuclear theca 3 4.50
lincRNA:chrX:120324027-120326909 reverse strand 4.48
Gm17577 predicted gene, 17577 4.46
Gm9 predicted gene 9 4.41
lincRNA:chrX:121520904-121524132 forward strand 4.40
Gm10487 predicted gene 10487 4.22
lincRNA:chrX:120324027-120326909 reverse strand 4.11
lincRNA:chrX:120324027-120326909 reverse strand 4.10





GeneSymbol GeneName or Description
Fold 
Change
4930557B15Rik RIKEN cDNA 4930557B15 gene 4.05
Gm4988 predicted gene 4988 4.04
Ppef1 protein phosphatase with EF hand calcium-binding domain 1 4.02
lincRNA:chrX:121032646-121038407 reverse strand 3.87
lincRNA:chrX:121520904-121524132 forward strand 3.86
Gm1993 predicted gene 1993 3.70
Tsga8 testis specific gene A8 3.48
Mid1 midline 1 3.46
1700003E24Rik Gm5941 pseudogene 3.43
Gm5072 predicted gene 5072 3.42
Usp51 ubiquitin specific protease 51 3.23
predicted gene 7113 3.20
3.14
Gm14625 predicted gene 14625 3.06
predicted pseudogene 5753 2.86
predicted gene 8334 2.74
1700080O16Rik RIKEN cDNA 1700080O16 gene 2.70
Arhgap36 Rho GTPase activating protein 36 2.69
Gm16189 predicted gene 16189 2.63
Zcchc13 zinc finger, CCHC domain containing 13 2.60
predicted gene 7173 2.54
Rhox3e reproductive homeobox 3E 2.54
Slx Sycp3 like X-linked 2.46
Avpr2 arginine vasopressin receptor 2 2.45
Gpr82 G protein-coupled receptor 82 2.43
H2bfm H2B histone family, member M 2.43
LOC102637882 pituitary homeobox 3-like 2.42
2.39
Gm16462 predicted gene 16462 2.39
Gm5168 predicted gene 5168 2.36
Gm15205 predicted gene 15205 2.36








GeneSymbol GeneName or Description Fold Change
Rhox3f reproductive homeobox 3F 2.31
Rhox3a reproductive homeobox 3A 2.31
Gm7173 predicted gene 7173 2.31
Gm15104 predicted gene 15104 2.29
Magea5 melanoma antigen, family A, 5 2.28
Rhox3h reproductive homeobox 3H 2.28
2.24
predicted gene 14729 2.23
Rpgr retinitis pigmentosa GTPase regulator 2.21
Cldn34b1 claudin 34B1 2.20
2010204K13Rik RIKEN cDNA 2010204K13 gene 2.19
LOC105243826 uncharacterized LOC105243826 2.18
Gm8787 predicted gene 8787 2.17
Cldn34b2 claudin 34B2 2.15
Gm16404 predicted gene 16404 2.14
Gm5941 predicted gene 5941 2.12
Gm2030 predicted gene 2030 2.11
predicted gene 5942 2.10
2.09
Scml1 Vsex comb on midleg-like 1 (Drosophila) 2.09
Xk Kell blood group precursor (McLeod phenotype) homolog 2.09
3830403N18Rik RIKEN cDNA 3830403N18 gene 2.08
Magea8 melanoma antigen, family A, 8 2.07
Gm5925 germ cell-less homolog 1 family pseudogene 2.05
Hypm huntingtin interacting protein M 2.04
predicted gene 7173 2.04
Piga phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class A 2.04
Magea5 melanoma antigen, family A, 5 2.04
Gm15023 predicted gene 15023 2.02
Magea6 melanoma antigen, family A, 6 2.02
Magea8 melanoma antigen, family A, 8 2.01
Magea1 melanoma antigen, family A, 1 2.01
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